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(57) Abstract: The aim of the invention is to 
quickly diagnose TSE-induced changes in animal 
and human tissues by measuring infrared spectra of 
these tissues. Either thin slices of tissue, pieces of 
tissue or tissue homgenizates serve as tissue samples. 
The measurements of the infrared spectra are carried 
out in a known experimental device that is used in 
infrared spectroscopy (e.g. in transmission, attenuated 
total reflection, direct or diffuse reflection). The 
detection of the pathological changes induced by TSE 
is carried out by comparing the infrared spectra of 
the sample to be examined with a reference data bank 
consisting of infrared spectra that were obtained from 
healthy material or from pathologically changed tissue 
samples. The conformation of the spectra of unknown 
samples with the reference data bank is preferably 
carried out using pattern recognition techniques (e.g. 
multivariate statistical models, artificial neuronal 
networks, genetic algorithms). 

(57) Zusammenfassung: Zur schnellen Diagnose 
TSE-induzierter Veranderungen in tierischen und 
menschlichen Geweben werden Inrrarotspektren 
dieser Gewebe gemessen. Als Gewebeprobe dienen 
entweder Gewebe dunnschnitte, Gewebestucke 
oder Gewebehomogenisate. Die Messungen der 
Infrarotspektren erfolgen in einer an sich bekannten 
experimentellen Anordnung der IR-Spektroskopie 
(z.B. in Transmission, abgeschwachter Totalreflexion. 
direkter oder diftuser Reflexion). Der Nachweis 
der durch TSE hervorgerufenen pathologischen 
Veranderungen erfolgt dann 
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Verfahren zur Diagnose TSE - induzierter Veranderungen in 
5 Geweben mittels Inf rarocspektroskcpie . 



Die Erfindung betrifft tiin Verfahren fur die schnelle 
rdentif izierung von durch craasmissible spongiforme Enze- 
phaiopathien (TSE) induzierte pathologische Veranderungen 
10 in cierischen oder menschiichen Geweben mit Inf rarot spek - 
troskcpie ( IR- Spekt roskopie ) . 

Transmissible Spongiforme Enzephalopat hien sind ubertrag- 
bare neurodegenerative Erkrankungen des Zent ralnervensy ~ 
stems (ZNS) mit todlichem Verlauf, die viele Saugetiere 

IS sowie auch den Menschen becreffen konnen. Hierbei gilt 

TSE als ein Oberbegriff, unter dem die bei verschiedenen 
Spezies auftretenden Krankhe i ts f crmen zusammengef a£t wer- 
der.. Neben der Scrapie -Traberkrankhe it ) , der ursprung- 
1 Lch bei Schafen aufgetrecenen, aber auf Hamster und Mau- 

20 se ubertragbaren Form, sind bisiang fiinf weitere TSE in 
Saugetieren bekannt : Die bovine spongiforme Enzephalopa- 
thie (BSE) beim Rind, die chronische Auszehrung (CWD) bei 
bescimrr.ten amerikanischen Kirscharten, die ubertragbare 
Enzephaiopathie (TME) bei Kerzen, die feline spongiforme 

25 Enzephaiopathie (FSE) bei Katzen und eine spongiforme En- 
zephaiopathie bei Antilopen. Beim Menschen unterscheidet 
man vier TSE : Die Creutz feldt -Jacob- Krankheit (CJD) , das 
Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) , die fami- 
liare fatale Insomnie (FFI) und Kuru . 

30 Definitiv lafct sich eine TSE a) durch den histologischen 
Nachweis charakterist ischer spongiformer 

(schwammart iger) , mit einer Gliose einhergehender Veran- 
derungen im Hirngewebe, b) durch den immunologischen 
Nachweis von Ablagerungen des pathologischen Prionpro- 
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- e 1 n s (PrP) mittels Wescem - Blot -Technik , Hisco-Dlot- 
Technik una Irnrnunohistcchemie , cldurch den e lekt rcnenmi - 
krcskopischen Nachweis Scrapie-assoziierter ( PrP- ) Fibril - 
ien (SAF) unci d) durch den Nachweis des infektiosen TSE- 
5 Agens mittels Ubert ragungsexper imenten im Tierversuch 
diagnose izieren . 

KLinische Symptorne und der laborchemische Nachweis erhoh- 
cer Konzencrationen bestimmter Proceine in Liquor 
und/oder Serum [ Protein 14-3-3 (Zerr et al . (1997) N. 

10 Engl. J. Med. 336: 874; Zerr et al . (1998) Ann. Neurol. 

43: 32-40.), Protein S100 (Otto et al . (1997) J\ Neurol. 
244: 566-570; Otto et al. (1996) Brit.. Med. J. 316: 577- 
582; Otto et al. (1998) J. Neurovirol . 4: 572-573) und 
neuronspezif ische Enclase (Zerr et al . (1995) Lancet 345: 

15 1609-1610)] erlauben bei Mensch und Tier lediglich eine 
Verdachtsdiagnose . Gleiches gilt fur EEG - oder magnetre- 
sonanztomograf ische Veranderungen , die im Zusammenhang 
mit menschlichen TSE auftreten. 

Hit der Weiter- und Neuentwicklung von Nachweisverfahren 
20 fur TSE werden u.a. folgende Ziele verf olgt : 

a> Die Verbesserung der 3i f f erer.t ialdiagnost ik humaner 
TSE. Diese Krankheiten lassen sich bisher nur post mortem 
oder durch Hirnbiopsie nit GewiSheit aiagnost izieren . 

b) Die Erkennung von TSE - Kontamma t ionen in Blut, Organen 
25 und Geweben sowie in daraus gewonnenen Produkten mensch- 
lichen und tierischen Ursprungs . 

c) Die Erkennung menschlicher TSE- inf izierter Blut-, Or- 
gan- und Gewebespender. 

d) Die Erkennung TSE- inf izierter Nutztiere (z.B. Rinder 
30 und Schafe) im praklinischen oder klinischen Stadium am 

Schlachthof bzw. im Feld. 

Die Diagnostik von TSE- Erkrankungen bei Nutztieren ist 
wegen der potentiellen Obertragbarkeit durch den Verzehr 
von Fleisch erkrankter Tiere von gro&em Interesse. So be- 
35 steht z.B. der Verdacht , da£ der Konsum von BSE- 
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verseuchcen Rindfleisch eine neue Variance von CJD beim 
Menschen (nvCJD) verursacher: kann . I nr. Sinne des Verbrau- 
cherschutzes und der Eindammunc der Ausbreitung cer Epi- 
aeT.ie fuhren daher zur Zeit einige Staaten behordiiche 
Uberwachungen des Durchseuchungsgrades von Rinderpopula - 
:ionen mit BSE ein. In diesem Zusammenhang werden auf 
Schlachthof en rout inemaEige Kontrollen geschiachce ter 
Rinder angestrebt, von denen die weitere Verwertbarkeit 
des Schlachtguces abhangt . 

Zur Zeit befinden sich verschiedene Testsysteme in der 
Entwicklung , um ein sensitives und schnelles Screening 
grower Probenzahlen auf pa t hologisches Prionprotein und 
somit eine TSE- Diagnos t ik im gro£technischen MaSstab zu 
ermoglichen . Dazu zahlen u.a. ein Kapillarelektrophorese - 
Immunoassay mit f luoreszenzmarkier ten Peptiden (Schmerr & 
Jenny (1998) Electrophoresis 19: 409-419) und ein Delfia 
genanntes immunoiogisches Det ekt ionssystem mit fluores- 
zierenden Lanthanidchelaten {Safar et al . (1998) Nature 
Medicine 4: 1157-ll€5) . 

Bisher 1st nur ein diagnoscisches Verfahren zur identifi- 
zierung von TSE - inf iz ier ten Nucztieren in groStechnischem 
MaSstab verfugbar. Dieses ist auf die Anwendung im 
Schlachthof begrenzt und eriaubt die Feststellung einer 
BSE im Rind nach Angaben des Entwicklers bis zu einem 
halben Jahr vor dem Auftrecen klinischer Sympome 
(Information des Herstellers im Internet: 
http://www.prionics.ch) . 

Bei diesem von der Schweizer Firma Prionics AG entwickel- 
ten Verfahren wird die Gewebeprobe aus der Medulla oblon- 
gata geschlachteter Rinder homogenisiert und mit dem En- 
zym Proteinase K behandelt. Das ggf . nach der Behandlung 
verbleibende pathologische Prionprotein wird mit dem 
monoklonalen Antikorper 6H4 (hergestellt von der Firma 
Prionics) markiert und anschlieteend im Western-Blot ange- 
farbt. Vom Zeitpunkt der Gewinnung der Probe bis zum Er- 
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hait eines endgiiitigen Ergebnisses vergehen bei diesem 
Vertahren nach Angaben cies Hersteilers bis zu 12 Stunden. 



Der Erfindang liege nun die Aufgabe zugrunde, ein Verfah- 
5 ren zum schnel len , zuver lass igen und okonomischen Nach - 
weis TSE- induziercer Veranderungen in Geweben zu entvik- 
keln. Das erf indungsgemafie Verfahren soil auch unter den 
Bedingungen eines Schlachthof es im Rout inebetrieb effek- 
tiv einsetzbar sein. 

10 

Aufgabe der Erfindung isc sotnit die Schaffung eines Ver- 
fahrens zur Diagnose von TSE - induziercen pachoiogischen 
Veranderungen in Geweben, wobei die Veranderungen durch 
Scrapie, BSE oder durch eine andere dem TSE-Formenkreis 
15 , zugehorigen Krankheitsf orrn hervorgeruf en werden. 



Er f indungsgemaS wird diese Aufgabe dadurch gelost, date 

(a) Inf rarotscrahlung auf eine durch TSE pathologisch 
veranderte Gewebeprobe gelenkt wird und die spektralen 

20 Charakteristika der Inf rarotscrahlung nach Wechse lwi rkung 
mit der Probe registrierc werden und 

(b) die so erhaltenen Inf rarotspektren mit einer Refe- 
renzdatenbank, welche Inf rarotspektren von TSE- 
infizierten Geweben und von nicht - inf izierten Geweben 

25 enthalt, verglichen und klassif iziert werden. 

Ausges tal tungen der Erfindung werden in den Unteranspru- 
chen beschrieben. 

Das der Erfindung zugrunde liegende Verfahren basiert we- 
sentlich auf Messungen der Inf rarotspektren des patholo- 
30 gisch veranderten Gewebes . Bekannt ist bereits durch eine 
Reihe von Publikat ionen und Patentanmeldungen, daS krank- 
hei tsspezif ische Veranderungen sich im Inf rarotspektrum 
der Gewebe widerspiegeln konnen (US Patent 5,168,162 
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(Wong u Rigas; US Patent: 5,038,039; Wong, Rigas; Usch & 
Naumann :i99S) Cell. Mol . Diol . 44: 189 -202; Lasch et al . 

(1998) Proa. SPIE 3257: 187-198; Choo eC.al. (1996) Bio- 
phys. J. 71: 1672-1679). Ober Inf rarotspekt roskopie an 
TSE-Gewebeproben liegen allerdings bislang keine publi- 
ziercen Daten vor . 

Die experimentellen Daten, die der vorliegenden Patentbe- 
schreibung zugrunde liegen, wurden anhand von ZNS-Proben 
Scrapie- infizierter Hamster als Modellsystem entwickelt. 
Es wurde im Hamstermodel 1 f estgescellt , da£ nach Infekti- 
on der Tiere mit Scrapie charakteris t ische Anderungen im 
Inf rarotspekt rum von Gewebeproben des ZNS auftreten. Die- 
se Anderungen konnten nach dem erf mdungsgemaften Verfah- 
ren riurch Vergleich mit entsprechenden Proben von niche* 
infizierten, also gesunden Tieren ident if iziert werden. 
Das Verfahren ist prinzipieli fur die Diagnose jeder der 
Krankheitsbilder des TSE - Formenkreises anwendbar. 

Verf ahrensgemaS ist fur die TSE-Diagnostik mittels Infra- 
rot spektroskopie ein Vergleich von Spektren des zu unter- 
suchenden Gewebematerial s mit entsprechenden Spektren von 
Geweben cekannten Ursprungs im Sinne eines Referenzver- 
fahrens notwendig. Die praktische Durchfuhrung des Ver- 
fahrens erfordert daher das Vorliegen einer validierten 
Ref erenzdacenbank von IR-Spektren, die von gesunden bzw. 
pathologischen Gewebeproben erhalten wurden. Die Erstel- 
iung der Ref erenzdacenbank ist fur eine standardis ierte 
Diagnostic nur einmal erf orderlich . 

Der Abgleich von Spektren unbekannter Proben mit der Re- 
f erenzdatenbank erfolgt dann vorzugsweise mittels Techni- 
ken der computergestutzten Mustererkennungsver f ahren , wie 
z.B. multivariate Statistik, kunstliche neuronale Netze, 
genetische Algorichmen etc.. 

Zum Erfassen der Spektren wird auf die Proben Infrarot- 
licht gelenkt und die spektralen Charakterist ika der aus- 
tretenden Strahlung, d.h. nach Wechselwirkung des Lichts 
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rr.it dem Gewebe reg ist r ierr. . Vorteilhaft ist der Einsatz 
mi krcspekcrcnnec r ischer Techniken, wenn eine Minimierung 
der erforderlichen Probenmengen angestrebt wird. Beim 
Emsatz eines In f rarotmi kroskops konnen darCiber hinaus an 
5 Dunnschr.itten auch ortsaufgelost spektrale Inf ormat ionen 
gewonnen werden, die das Verfahren wesenclich spezifi- 
scher und empf indl icher gestalten konnen. In der Perspek- 
tive ware ein Nachweis rr.itteis I rif rarot 1 icht lei ter als 
Endoskop denkbar, der die Diagnostik von TSE direkt im 
10 infizierten Organismus ermogiicht. 

Zum besseren Verstandnis ist der typische Ablauf des Ver- 
fahrens in Abb. 1 schemat i sen dargestelk . 



Insgesamt erlaubt das neue Verfahren zur Diagnose TSE - 
15 induzierter Veranderungen in Gewebe Aussagen innerhalb 

weniger als einer Minute nach Erhalt der Probe. Damit ist 
es sowohl dem immunologischen Nachweis des Prionproteins 
und auch der immun-histologischen Diagnose uberlegen, die 
erst nach bis zu 12 Stunden ein Ergebnis liefern. Sine 
20 routinemaf^ige Anwendung des erf indungsgemaBen Verfahrens, 
etwa zur Fleischkontrol le in Schlachthof en , erfordert da- 
her praktisch keinerlei Zwischenlagerung des Schlachtgu- 
tes bis zum Erhalt der Diagnose. Die Schnel ligkeit der 
Diagnose stellt einen okonomischen Vorteil gegeniiber be- 
25 kannten Verfahren dar, da Lagerungszei t des Schlachtgutes 
and damit Raum- und Energiekosten fur die Kuhlung mini- 
miert werden. Zusatziich wird eine groKere Frische des 
Fleisches zum Zeitpunkt des Endverbrauchs erzielt. 

Das Verfahren la&t sich sehr gut in einen Rout ineprozeft 
30 integrieren, da Spektrenauf nahme , Spektrenverarbeitung 

und die Klassif i zierung vollstandig computergesteuert er- 
folgen und sich sehr leicht automat isieren lassen. Ein 
geringer Personalbedarf besteht infolge dessen lediglich 
fur die an sich einfache Probenvorbereitung , die im Ge- 
35 gensatz zu anderen Verfahren keine aufwendige Probenvor- 
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behancilung lz.3. Anreicherung des Prionproceins mittels 
PK-Verdau) , kein Nachveisagens (z.B. Immunolabel 5 und 
keine Anfarbung der Gewsbedur.nschn itte <z.B. mittels Irr.- 
■Ranohiscochemis) erfordert. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren kann ohne Einbeziehung 
hochspezialisiercer Fachleute (etwa von Histologen) 
durchgefiihrt werden, da die Klassif izierung der IR- 
Spektren durch an sich bekannte, fur die Zwecke der TSE- 
Diagnostik optimierce Verfahren der computergestutzten 
Mustererkennung erfolgc. Die Bewertung der Spektren an- 
hand streng mathemacischer Kriterien fuhrt gleichzeitig 
zu einer hohen Sicherheit der Diagnose, die ohne subjek- 
tives Erf ahrungswissen auskomnt und somit unvermeidbare , 
menschliche Fehleinschaczungen urageht . 

Aufgrund des geringen Personalbedarf s und praktisch kei- 
ner laufenden Mater ialkosten stellt das erf indungsgemaGe 
Verfahren ein wircschat cl ich sinnvolles Konzept dar. 
Der Vorzug des erf indungsgemaKen Verfahrens in seiner be 
sonderen IR-mikroskopischen Ausfiihrung zur ortsaufgelo- 
sten Analyse von GewebedQnnschnitten iiegc in der Kombi- 
nation spezifischer, spektral aufgeloster Strukturinf or- 
mation und der hohen Ortsauf Iosung , die hieraus erzielc 
wird. So kann mitteis der erreichbaren Ortsauf Iosung ei- 
nes IR-Mikroskopes die Beteiligung einzelner Neuronen am 
Krankheitsverlauf erfalk und untersucht werden. Die sehr 
hohe diagnostische Empf indlichkeit resultiert aus der 
Tatsache, daS praktisch keine Mittelung von Merkmalen 
kranker und gesunder Zellen erfolgt, wie es bei anderen, 
nicht -ortsauf gelosten ?<1ethoden zwangslauf ig der Fall ist 
Diese besondere Aus fuhrungs form des Verfahrens .erfordert 
derweil noch relativ viel Zeit fur die Datenakquisit ion , 
welche in Abhangigkeit der GroEe des untersuchten Gewebe 
arials und der Ortsauf iosung 1 bis 6 Stunden dauert , und 
eignet sich daher weniger fur routinemaSige Kontrollen. 
Sie durfte jedoch erne breite Anwendung in der wissen- 
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schaftlich kiinischen Erforschung der bislang unverscan- 
denen Pat hogene seme c ha nismen von TSE finden. Perspekti- 
visch wird die Kombinacion disser Aus f Ghrungs form mic so- 
genannten Array- Inf rarocdetektcren , die zur Zeit von ver- 
5 schiedenen Herstellern encwickeic werden und mic denen 
die ortsauf gelosce Messung von IR-Spektren kompletter 
Areale von Gewebedunnschnitcen innerhalb sehr kurzer Zeit 
4m6glich ist , das Verfahren auch der schnelien Routine- 
diagnostik zuganglich werden. 

10 

Zur Durchfuhrung des er i indungsgemafcen Verfahrens werden 
Gewebeproben dem Organ ismus pose mortem entnommen. Dabei 
kann es sich sowohl urn t: lensche als auch menschliche Or- 
ganismen handeln. 

IS Das Verfahren ist prinzipiell fur die Diagnose jeder der 
speziellen Krankhei ts f ormen geeignet, die unter dem Be- 
griff transmissible spongiforme Enzephalopathie (TSE) zu- 
sammengefatet werden, wie z.B. BSE , Scrapie oder CJD . 

Als Entnahmeort der Gewebeproben kommen alle Organe in 
20 Betracht, die durch erne TSE hervorgeruf ene pathologische 
Veranderungen aufweisen. N r ach heutigem Wissensstand be- 
troffene Organe sind das Zentrale Nervensystem, das peri- 
phere Nervensystem, Organe des lymphat ischen Systems, des 
Verdauungssystems, des endokrinen Systems, des kardiovas- 
25 kularen Systems und des respiratorischen Systems. 

Bevorzugte Entnahmeorte sind das Zentrale Nervensystem 
und das periphere Nervensystem, wobei insbesondere Me- 
dulla oblongata sowie Pons des Hirns vorteilhaft sind. 

Die Preparation der Gewebeprobe richtet sich nach der be- 
3 0 sonderen Ausf iihrungsf orm des Verfahrens. 

Fur die Analyse voll hydrat isierter Gewebeproben werden 
kleine Gewebestucke entnommen. Die nativen Proben werden 
z.B. in handelsublichen IR-Kuvetten plaziert . 
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Alcernaciv wird ein Homogenisat des Gewebemater iais in 
H,0 hergestellt und Aliquot- in IR-Kuveccen gebracht. In 
Abwandlung werden Aliquor.e dieser Suspension als transpa- 
rence Filme auf IR-durchlassigen Probenhaicern aufgetrok- 
kent, wobei reduzierte Drucke sich als vorteilhaft im 
Sinne einer Beschleunigung des Ancrocknungsvorganges er- 
wiesen haben (Helm et al . (1991) J. Gen. Microbiol. 
137 : 69-79 . 

Fur die spezielle Durchfuhrung des Verfahrens in einer 
inf rarotmikroskopischen MeGanordnung zur Erfassung orts- 
spezifischer Inf ormat ionen werden Krydunnschnit te , z.B. 
sagitcale Schnitte prapanerter Hirne angef ertigt . Diese 
werden plan auf IR - transparent e Ob j ekt trager auf gebracht . 
Das Verfahren erforderc keine weicere Fixierung des Dunn- 
schnittes und die Proben werden bis zur Messung in trok- 
kener Umgebung bei Raumcemperatur auf bewahrt . 
In einer weiteren Aus f uhrungsf orm der Erfindung, bei der 
Infrarotlichtleiter eingeseczt werden, laSt sich das Ver- 
fahren prinzipiell auch am leber.den Organismus anwenden, 
indem der Lichtleiter minimal invas iv in das Gewebe einge- 
Euhrt und dort das Inf rarocspekt rum direkt erfafit wird. 
Die Realisierung dieser Ausf uhrungsf orm ist zur Zeit noch 
an. die Weiterentwicklung der Inf rarot 1 icht - 
leitertechnologie gebunden, da die derzeit verfugbaren 
Lichtleiter noch zu geringe spekcrale Empf indl ichkeiten 
aufweisen und zudem noch zu unfiexibel und zu groE sind. 
Als Material fur Kuvetten bzw. Probentrager der oben be- 
schriebenen Praparat ionsvarianten konnen prinzipiell alle 
in der IR-Spektroskopie ublicherweise verwendeten wasser- 
unlosiichen optischen Materialmen eingesetzt werden, wo- 
bei sich CaF 2 und BaF 2 besonders bewahrt haben. 
Die fur die Aufnahme der IR-Spektren benotigten Substanz- 
mengen und ihre f lachenmafcige Ausdehnung konnen sehr 
klein gehalten werden. Je nach vorgegebenen Bedingungen 
(z.B. Spektroskopieren mit oder ohne Strahl f okussierung 
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bzw. Verwendung ernes I R -Mikroskops ) konnen Substanzmen- 
qen :m Bereich von ^9 bis ng eingeseczt werden. Die 
Durchmesser der durchst rani ten Probenareale variieren 
aementsprechend zwischen 1-3 mm und 10-30 /im . Die Uncer- 
grenze encsprichc etwa cier Gr6£e einer bzw. weniger Zel - 
len (z.3. Neuronen) . 

Verf ahrensgemaS werden Inf rarotspektren der Gewebeproben 
gemessen, die in einer der beschr iebenen Weise herge- 
stellt wurden. Die Aufnahne der Spektren erfolgt hierbei 
vorzugsweise mit einem Fourier-Transform- Inf rarotspektro- 
necer, welches gegenuber konvent ioneli arbeitenden, dis- 
persen Geracen eine Reihe von bekannten Vorteilen auf- 
weist, von denen hier nur die Schneil igkeit der Datenauf- 
nahme und die hohere Empf indlichkeit genannt werden sol- 
len. Die Verwendung eines konvent ionellen , dispersen IR- 
Spektrometers ist grundsaczlich auch noglich, fuhrt je- 
doch zu einem Verlust an Schneil igkeit des Verfahrens. 

Prinzipiell kann fur die Spekt renmessung jede der an sich 
bekannten IR- spekt roskopischen MeSanordnungen eingesetzt 
werden (z.B. in Transmission/Absorption, abgeschwachter 
Totalref lexion, direkter oder dif fuser Reflexion) . Beson- 
ders bewahrt hat sich die Transmissions/Absorptions- 
spektroskopie . 

Die Aufnahme des Inf rarotspekt rums erfolgt typischerweise 
im Spekcralbereich des sogenannten mittleren Infrarots 
zwischen 500 und 4000 cm" 1 . Engere Spektralbereiche auch 
im nahen Infrarot zwischen 4000 und 10000 cm" 1 fuhren 
ebenfalls zu einer erf olgreichen Diagnose, wenn zuvor si- 
chergestellc wurde, da£ die Spektren der infizierten und 
der gesunden Gewebeproben charakterist ische Varianzen im 
erfaSten Spektralbereich aufweisen. Es hat sich insbeson- 
dere erwiesen, daS besonders markante spektrale Unter- 
schiede zwischen TSE -infizierten und nicht - inf iz ierten 
Geweben zwischen 1000 und 1300 cm" 1 detektiert werden 
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kor.nen unci daS sich dieser Bereich daher bevorzugc fur 
die Diagnose oignet - 

Die Auswahl emes oder mehrerer geeigneCer Spekt ralberei - 
che kann z.B. durch visuelle Inspektion der Spekcren 
5 (Auswahl der Bereiche tr.it den starksten und charakceri- 

stischsten Veranderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe ) 
Oder durch ein an sich bekanntes multivariates Verfahren 
zur Selektion spektraler Merkmale erfolgen. 
Die physikalischen MeScarameter, wie spektrale Auflosung 

10 oder Anzahl der gemittelten Spektren etc., konnen inner- 
halb der in der IR - Spektroskopie ublichen Bereiche vari- 
ierc werden, ohne sich in der Praxis als kritisch fur den 
Erfolg der Klassif izierung bzw. der Diagnose zu srweisen. 
Wichtig bei der Festlegung der Parameter der Spekcrerge- 

15 winnung sowie der Probenpraparat ion ist lediglich, dalb 
■ Eur alle Messungen, insbesondere auch fur die Kontroll - 
messungen an Gewebeproben nicht infizierter Tiere, Lden- 
tische Parameter gewahlt werden. 

Unabhangig von der Wahl ces mathemat isch- statist ischen 
20 Verfahrens, das fur die Klassif izierung der Spektren her- 
angezogen wird, hat sich die Unterziehung der Spektren 
einer vorherigen Aufbereitung als vorteilhaft erwiesen . 
In Frage kcmmende, an sich bekannte Methoden sind ecwa 
3erechnung der ersten oder zweiten Ableitung, Spektren- 
25 Dekonvoiution oder anderen Verfahren zur Erhohung des 

spektralen Kontrastes, die eine Bandenerkennung erleich- 
tern und eine Minimierung etwaig vorliegender Basis- 
linienprobleme gestatten. Bei Vorliegen groSer Probenzah- 
len hat sich uberdies eine vorhergehende Dat enredukt ion 
30 durch Methoden der mult ivariaten Statistik wie z.B. der 
Faktoranalyse als hilfreich erwiesen. 

Die Durchfiihrung des Verfahrens erfordert eine einmalige 
Erstellung einer Ref erenzspektrendatenbank . Hierfiir wer- 
den Spektren von Proben aus TSE- inf izierten Organismen 
35 und solche von Proben aus TSE-freien Individuen gemessen. 
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Prcbenpraparac icr. and Spckcrcnau tnahme we r den hierfOr 
analcqer Weise wie bei den unbekanncer. Proben durchge- 
fQhrc . Entsche iciend 1st, daB alle Parameter fur die Refe- 
renz- und Probenmessungen identisch gewahlt warden. 

Das Spektrum der zu untersuchenden Probe wird mit den 
Spektren der Referenzda:enbank verglichen. Dabei erfolgt 
die Klassif izierung des Spektrums vorzugsweise mithilfe 
eines der an sich bekannten Verfahren zur Mustererken- 
nung, beispieisweise mic Algorithmen der mult ivar iaten 
Staeistik, kunstlichen neuronalen Netzen oder genetischen 
Algorithmen. In diesem Schritt wird das Spektrum in Sinne 
eines Zwe i - Klassen - Problems als gesund oder TSE - inf i zierc 
klassif iziert . 

Fur die ort sauf geidste Durchf uhrungsf orm des Verfahrer.s 
wird die Prcbe, die in diesem Fail ein auf einen Objekt- 
trager auf gebrachter Gewebediinnschni tt ist, in den Scran- 
lengang eines Inf rarotmikroskops gebracht . Die Spektren- 
aufnahme in der inf rarotmikroskopischen Mefianornung kann 
wahiweise in Transmission oder in direkter Reflexion er- 
foigen. Es werden inf rarotspektren an verschiedenen Gewe- 
besceilen auf genommen . Die hierbei erreichte Ortsauflo- 
sung kann durch den Schr ittabstand der emzelnen Mefcpunk- 
te bestimmt werden. AuSerst vorteilhaft ist der Einsatz 
eines Computer -gesteuerten x/y-Tisches, der automat isier- 
te Spektrenmessungen gemaB eines beliebig bestiramcaren 
Rasters mit definierten Schrittabstanden ermoglicht. Der- 
artige x/y-Tische gehoren heute zur Standardausstattung 
moderner IR-Mikroskope . 

Ergebnis einer ortsauf gelosten Messung (Mapping) ist erne 
Inf rarotspektrenserie, wobei jedes Spektrum einen Pixel 
auf dem fiktiven Raster des Gewebedunnschnitts reprasen- 
tiert. Auf diese Weise werden IR-Daten erhalten, die den 
gewahlten Ausschnitt des Dunnschnittes vollstandig abdek- 
ken. Die ortsspezif ische Information uber die raumiiche 
Ausbreitung der TSE im Gewebe wird erhalten, indem jedes 
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der Spektren eines Mappinc-Oacensaczes mit der Refercnz- 

datenbank abgeq Lichen wird and so encweder als gesund 
oder infiziert klass i f i z ier t wird. 



Das folgenden Beispiele scllen verdeutlichen, wie ZNS - 
Proben Scrapie- infiziercer Hamster von denen gesunder 
Kontrolltiere gemaft des erf indungsgemafcen Verfahrens an- 
hand der krankheitsspezi f ischen spektralen Anderunger. ih- 
rer Infrarotspekcren dif f erenziert werden konnen. 



Reispiel I 

Erwachsene weibliche Syrische Hamster (Mesocricetus aura- 
zus) wurden mit dem Scrapie Stamm 263K (zur Verfugung ge- 
stellt von Dr. Richard Kimberlin) intracerebral und in- 
traperitoneal infiziert. Im cerminalen Stadium der Krank- 
heit {70-120 Tage nach Infektion) wurden die Gehirne die- 
ser Tiere (S) und von entsprechenden, nicht - inf i zierten 
Kontrolltieren (N) post mart: em entnommen, wobei korre- 
spondierende Vergleic'nspaare von gleichem Alter waren. 
Fur die Analyse der vollhydrat isierten Gewebeproben wur- 
den kleine Stucke (^ig-Mengen) der nativ herausprapar i er - 
ten Medulla oblongaca und Pons in eine FT- IR Kuvette ge- 
geben, die mit CaF 2 - Fenscern und einer optischen Weglange 
von 8 tim Schichtdicke ausgerustet war. Die Inf rarotspek - 
tren dieser Proben wurden in einem FT- IR Spektrometer in 
Transmission/Absorption gemessen (spektrale Auflosung: 
4 cm* 1 , Apodisation: Happ-Genzel, Zahl der Scans: 128, 
Zerofilling: 4) . Zwei typische Spektren von S- und N- 
Gewebeproben sind in der Figur 2 im Spektralbereich zwi - 
schen 1300 und 1000 cm' 1 dargescellt, in dem besonders 
prominente Unterschiede beobachtet werden konnen . Zur 
besseren Visual isierung der Banden sind die zweiten Ab- 
ieitungen dargestellt, so da£ Bandenmaxima als Minima er- 
scheinen . 
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In Abwandiung der in Beispiei i dargeiegcen Ausfuhrungs- 
form wurden ]eweiis IC S- und N-Proben, die auf gieiche 
Weise wie in Beispiei 1 erhalten wurden, in H 2 0 homogeni- 
5 sierc (10 pi H 2 0 pro mg Gewebemateriai) . Aliquote von 35 
ul der Suspensionen warden auf einen PC-gesceuerten Mul- 
C iprobent rager , der auch zum Messen von mikrobielien Pro- 
ben geeignet ist (Helm et al. (1991) J. Gen. Microbiol, 
137: 69-79; Helm et ai. (1991) J . Microbiol . Meth. 

10 14:127-142; Naumann (1998) Proc. SPJE3257: 245-257), aus 

ZnSe aufgebracht und nach den in der Literacur beschrie- 
benen Angaben anget rocknet . Inf rarotspektren der so er- 
haltenen Filme wurden m Transmission aufgenommen und ei 
ner hierarchischen Klassi f izierung unterzogen , wobei 

15 zweite Ableitungen der Spektren im Spektralbereich zwi - 

schen 1100 und 1000 cm * zugrunde gelegt wurden. Das nach 
dem sogenannten Ward's Algorithmus berechnece Dendrogramm 
der Klassif izierung dieser Spektren zeigt die Figur 3. 
Die Spektren der Lnfizierten Tiere (S-l bis S-10) konnten 

20 perfekt von denen der gesunder. Tiere (N-l bis N-10) sepa- 
riert werden. 

Bejspiei 3 

In Abwandlung der in den 3eipielen 1 und 2 dargestellten 
2 5 Ausf uhrungsf ormen wurden von ZN T S-Proben von N- und S- 

Tieren, die wie oben erlautert erhalten wurden, 8 pm dik- 
ke KryodCinnschni t ce angefertigt und mit den an sich be- 
kannten Verfahren des FT-IR Mappings (Diem et al . (1999) 
Appl . Spectroscopy 53: 148A-160A; Lasch & Naumann (1998) 
30 Cell. Mol. Biol. 44: 189-202; Choo et al . (19961 Biophys. 
J . 71: 1672-1679) und der I nf rarotbildgebung (Lasch & 
Naumann (1998) Cell. Mol. Biol. 44:189-202; Lasch et al . 
(1998) Proc. SPIE 3257: 187-198) gemessen und charakteri- 
siert. Es wurden Spekcren von 1,5 mm X 1,5 mm grofien 
35 Arealen in Schritten von 50 pm durch eine 60 pm Apertur 
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aufgenommen. Die von S- una N-Proben erhalter.en Spektren 
wurden dann jeweiis nur.achsu getrennt einer hierarchi- 
schen Klassif izierung unterzogen, urn eine Dif f erenzierung 
der fur verschiedene Hirnstrukturen cypischen Spektren zu 
erzielen. Figur 4A zeigt ein Dendrogram™ ( fur dessen Be- 
rechnung nach Dacenkompression mittels Hauptkomponenten- 
analyse die erscen drei Hauptkomponencen zwischen 1450 
und 950 cm' 1 (ca. 500 Dacenpunkte) benutzt wurden. Die 
vier Hauptklassen konnen den vier histologisch definier- 
ten cerebellaren SCrukturer. Stracum moleculare, Stratum 
ganglionare, Stracum granuiosum und Substantia alba zuge- 
ordnet werden. Daruber hinaus konnten insgesamt neun 
spektrale Klassen separierc werden (numeriert: 1-9), die 
bestimmten Subscrukcuren innerhalb des Cerebellums ent- 
sprechen. Aus Grunden der Ubers icht lichkeit 1st in Figur 
4A nur jedes dritte Spektrum des insgesamt 930 Spektren 
enthaltenen Mapping - Datensatzes dargestellt . 
Anschliefcend wurden Spektren einander entsprechender 
spektraler Klassen (z.B. Klasse 2 der Spektren von Stra- 
tum moleculare = graue Substanz des Kleinhirns) der K- 
und der S-Proben miteinander verglichen. 1m oberen Teil 
von Figur 4B (a) sind vekcornormierte zweite Ableitungen 
von Spektren von Proben Scrapie- infizierter Tiere 
(gestrichelte Linien) sclchen von gesunden Tieren 
(durchgezogene Linien) gegenubergestellt . Im unteren Teil 
ib> sind die Dif f erenzspektren zwischen vektornormierten 
S- und N-Spektren aus a) fur die jeweiligen Gewebestruk- 
turen dargestellt. Alie fur diesen Vergleich verwendecen 
Spektren sind Mittelwerce von Spektren einer Spektren- 
klasse (s. Figur 4A) . Sie sind mit dem Namen ihrer cere- 
bellaren Schichc und der Nummer ihrer spektralen Klasse 
gekennzeichnet. Die fur die einzelnen Gewebeklassen beob- 
achteten charakterist ischen spektralen Unterschiede eig- 
nen sich fur eine sichere Diagnose des krankheitsassozi - 
ierten Pathogeneseprozesses . 
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Pa cencansp ruche 



1. Verfahren zur Diagnose von TSE- induzierten pathologi- 
5 schen Verande rungen :n Geweben , wobei die Veranderun- 

gen durch Scrapie, BSE oder durch eine andere dem TSE - 
Formenkreis zugehorige Krankheitsform hervorgeruf en 
werden, dadurch gekennzeichnet , da£ 

(a) Inf rarotstrahiung auf eine durch TSE pathologisch 
10 veranderte Gewebeprobe gelenkt wird und die spektralen 

Charakceristika der Inf rarotscrahlung nach Wechseiwir- 
kung mic der Probe registriert werden und 

(b) die so erhaltenen Infrarocspektren nit einer Refe- 
renzdatenbar.k, welche Infrarocspektren von TSE- 

15 infizierten Geweben und von nicht - inf izierten Geweben 

enthalt, verglichen und klassi f iziert werden. 

2. Verfahren nach Anspruche 1, dadurch gekennzeichnet, 
daft die Gewebeprobe dem zentralen Nervensystem, dem 

20 peripheren Ne rvensyscem oder Organen des lymphat ischen 

Systems, des Vercauungssys terns , des endokrinen Sy- 
stems, des kardiovaskularen Systes oder des respirato- 
rischem Systems entstammt . 

25 3. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 und 2, 
dadurch gekennzeichnet, daft das Inf rarotspektrum des 
Gewebes entweder in einer oder mehreren Regionen des 
mittleren Inf rarotbereichs von 500 bis 4000 cm' 1 oder 
des nahen Inf rarotbereichs von 4000 bis 10000 cm" 1 

30 oder in beiden Regionen gemessen wird. 



4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daft das Inf rarotspektrum des 
Gewebes im spektralen Bereich von 1000 bis 1300 cm 
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des nittleren Infrarcus ertaSt wird. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche l bis 4, 
dadurch gekennze ichne c , daE die Wechselwirkung der In- 
fra rots crahiung mit der Probe und die Detektion der 
charakteristisch veranderten strahlung in einer Trans- 
missions/Absorptionsanordnung, einer Anordnung zur 
Messung der abgeschwachten Totalref lexion , einer An- 
ordnung zur Messung der direkten oder diffusen Refle- 
xion oder mittels ir - Lichtlei tertechnik erfolgt. 

6 Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daE der Vergieich des Infra- 
rotspektrums der zu untersuchenden Probe mic den In- 
frarotspektren der Referenzdatenbank nictels einer 
oder mehrerer Methoden der Mustererkennung, vorzugs- 
weise mittels Algorithmen der multivariaten Statistik 
oder kunstlicher neuronaler Netze, erfolgt, wobei die 
dem Vergieich zugrundel iegenden spektralen 3ereiche 
mit Verfahren zur Extraktion optimaler spektraler 
Merkmale, etwa mit genetischen Algorithmen, ermittelt 
we rden . 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daE die Messung des Infra- 
rot spektr urns mit einer inf rarotmikroskopischen MeE- 
anordnung an einem Gewebedunnschnitt in Transmission 
oder in direkter p Reflexion durchgefiihrt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daC 
ortsaufgelost, d.h. in Abhangigkeit von der Gewebe- 
stelle, an welcher der Inf rarotstrahl durch die Probe 
geleitet wird, Inf rarotspektren gemessen werden. 
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9 . Verfahren nacn mindescens einem der Anspriiche ~ unci S , 
dadurch geker.nze ichnec , da£ jecies der ortsabhangig re- 
giscriercen I of rarer: spek ere n mit der Re f erenzda tenbank 
verglichen wird und somit orcsspez i f ische Informacio- 
nen iiber die Krankhei nsausbrei tung im Gewebe erhalten 
we r den . 



1Q . Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 7 bis 9, 
dadurch gekennzeichnec, daft die Referenzdatenbank Re- 
ferenzspekcren von TSS - inf izierten Geweben und von 
nicht - inf izierten Geweben jeweils ailer im Gewebe - 
schnitc mitceis Inf rarotspekcroskopie un terse he idbarer 
Strukcuren ennhalc . 
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Figur 1 
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Figur 2 




2 / 5 



WO 00/72007 



PCT/DEOO/01404 



Figur 3 
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Figur 4A 
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Figur 4B 
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8SSS8 ($4) Title: METHOD FOR DIAGNOSING TSE-INDUCED CHANGES IN TISSUES USING INFRARED SPECTROSCOPY 

|3 (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR DIAGNOSE TSE-lNDUZIERTER VER AN DERUNGEN IN GEWEBEN MITTELS IN- 
^5 FR AROTSPEKTROS KOPI E 
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CREATING A REFERENCE fUE 



| IR-MevMng an Pr>©fcen 



F.neellung citiei 
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MEASURING AKO 5DENTIF YING I 
UNOCNTIFIEO SAMPLE 




(57) Abstract: The aim of the invention is to quickly diagnose TSE- 
induced changes in animal and human tissues by measuring infrared 
spectra of these tissues. Either thin slices of tissue, pieces of tissue or 
tissue homgenizates serve as tissue samples. The measurements of the 
infrared spectra are carried out in a known experimental device that 
is used in infrared spectroscopy (e.g. in transmission, attenuated total 
reflection, direct or diffuse reflection). The detection of the patholog- 
ical changes induced by TSE is carried out by comparing the infrared 
spectra of the sample to be examined with a reference data bank con- 
sisting of infrared spectra that were obtained from healthy material or 
from pathologically changed tissue samples. The conformation of the 
spectra of unknown samples with the reference data bank is preferably 
carried out using pattern recognition techniques (e.g. multivariate sta- 
tistical models, artificial neuronal networks, genetic algorithms). 



O 




1 IR MEASURING ON SAMPLES BELONGING 
TO KNOWN CLASSES 

2 .CREATING A CORRELATION MATRIX 

3 SELECTING THE SPECTRAL CHARACTERISTICS 
DEVELOPING A STATISTICAL MODEL OR t g 
TRAINING A NEURONAL NETWORK 

4 .IR MEASURING THE UNIDENTIFIED SAMPLES 

5 ..CREATING A CORRELATION MATRIX 

6. OEFINING THE OPTIMAL PARAMETRES 

7 CORRELATING WITH THE STATISTICAL MODEL 

OR COMPARING WITH THE NEURONAL NETWORK 
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